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(57) Abstract 

A process for preparing optically active primary and secondary heieroaiom- substituted amines from the corresponding racematcs is 
characterised in that (a) a lacemic heteioatom-substituted amine is enantiosclectively acylated in the presence of a hydrolase with an ester 
whose acid component bear a fluorine, nitrogen, phosphorus, oxygen or sulphur atom next to the caibonyl carbon atom; (b) the mixture of 
optically active hetcroatom-substituted amine and optically active acyUted hcfccroatom- substituted amine is separated in order to produce an 
enantiomer of the heteroatom -substituted amine; (c) the other enandomer of the hetcroatom-substituted amine is opuonally extracted from 
the acylated hetcroatom-substituted amine by amide cleavage. 



(57) ZunnunenftuRing 

Bcschricbcn wird cin Verfahren zur Hcrstellung von optisch aktiven primftren und sekundiren heteroatomsubatituicrten Amixien aus 
den entsprechenden Racematen. das dadurch gckcnnzcichnet ist, dafi man a) ein racemisches hctcroalomsubstituiertcs Amin mit eincm Ester, 
desscn Saurekoroponentc ein Fluor-, Stickstoff-, Phoaphor-, Saucntoff- Oder Schwefelatom in Nachbarschaft dc* Cartwnylkohlenstoffatoms 
trtgt, in Oegenwart ciner Hydrolase enantiosclcktiv acylicrt. b) das Oemisch aus opdsch aktivem betcroatomsubsUtuicrtem Amm und 
optisch aktivem acylicrten hetcroatomsubstituiertcm Amin trennt und lomit cin Enantiomer dcs heteroatomsubstituierten Amms eitiaJt, c) 
gcwttnschtenfalls aus dem acylicrten heicroatomsubstituiertcn Amin das andere Enantiomcrc des heteroatomsubstituierten Amms durch 
Amidspaltung gewinnt. 
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Racematspaltung primarer und se)cundArer heteroatomsiibst ituierter 
Amine durch Enzym-katalysierte Acylierung 

5 Beschreibung 

Die vorliegende Erf indung betrifft ein neues Verfahren zur 
Racematspaltung primArer und selcund&rer heteroatomsubstituierter 
Amine durch Umsetzung mit einem Ester in Gegenwart einer 
10 Hydrolase und anschlieEende Trennung des einen enantioselekt iv 
acylierten heteroatomsubstituierten Amins vom nicht lomgesetzten 
anderen Enantiomer des heteroatomsubstituierten Amins. 

In wo 95/08636 wird ein Verfahren zur Racematspaltung primarer 
15 und sekund&rer Amine durch Umsetzung mit einem Eater in Gegenwart 
einer Hydrolase beschrieben. Als bevorzugte Amine werden dort 
primare Arylalkylaraine genannt. Es findet sich jedoch kein Hin- 
weis auf die Verwendbarkeit von heteroatomsiibstituierten Aminen. 

20 Oberraschenderweise wurde nun gefunden, da& das eingangs be- 

schriebene Verfahren besonders vorteilhaft f unktioniert , wenn als 
heteroatoms\ibstituiertes Amin ein Amin der allgemeinen Formel I 



25 




I 



n 



30 wobei 

n 0, 1, 2, 3; 

Y O, S, NH, NR5; 

ri,r2 unabhangig voneinander jeweils H, Alkyl oder Aryl oder R^ 
35 und r2 Oder r2 und R^, oder Ri und R* zusantmen mit den be- 

nachbarten C- At omen Teil eines Ringsystems; 
r4 Alkyl Oder Arylalkyl; 

r3,r5 unabhangig voneinander H, Alkyl oder Arylalkyl bedeuten, 
40 eingesetzt wird. 

Weiterhin wurde ein Verfahren zur Herstellung von acylierten 
primAren und sekundaren Aminen durch Umsetziang der heteroatomsub- 
stituierten Amine mit einem Ester unter spezifischer Katalyse mit 
45 einer Hydrolase gefvinden, das dadurch gekennzeichnet ist. daB die 
SAurekomponente des Esters ein Fluor-, Stickstoff-, Phosphor-, 
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Sauerstoff-, Oder Schwef elatom in Nachbarschaf t des Carbonyl- 
kohlenstoff acorns tragt . 



Die fUr das erf indungsgemAfie Verfahren geeigneten Ester sind 
5 solche, die in der SAurekon^Jonente des Esters ein elektronen- 
reiches Heteroatom in Nachbarschaf t zum Carbonylkohlenstof f tra- 
gen oder bei denen in der S&urekornponente ein Akzeptorsubstituent 
in Form eines oder mehrerer Heteroatome in Nachbarschaf t des 
Carbonylkohlenstof f atoms sitzt. 

0 

Das Heteroatom muE uber mindestens ein freies Elektronenpaar 
verfagen. Es kann ein Fluor-, Stickstoff-, Phosphor-, Sauerstoff- 
oder Schwef elatom sein. 



15 Es soil sich in der Nachbarschaf t zum Carbonylkohlenstof f 

befinden. Dar\mter ist die Bindung des Heteroatoms an ein Kohlen- 
stoffatom in alpha-, beta- oder gamma- Posit ion zum Carbonyl- 
kohlenstof f gemeint. Das Heteroatom kann auch eine Mehrfach- 
bindung zum Kohlenstoff aufweisen, wie sie in der Cyanogruppe 

20 vorkommt. Bevorzugt sind solche SAurekonponenten des Esters, bei 
denen das Heteroatom an das C- alpha Atom gebunden ist . Als 
Heteroatom ist Sauerstoff bevorzugt. 



Das Heteroatom kann gegebenenf alls mit weiteren Gruppen, z.B. 
25 Alkylgruppen, verknupft sein. 1st das Heteroatom beispielsweise 
Sauerstoff, so liegt eine Ethergruppe vor. 



Besonders geeignete Ester sind solche mit der Struktur 

\ 



R2_CH-(CH2)n-C 



worin 





= Ci-Cio-Alkyl, 






40 R2 


= Ci-Cio-Alkyl, H 






R3 


= H, Ci-Cio-Alkyl, gegebenenf alls durch NH2, 
Oder Halogen substituiertes Phenyl, 


OH, 


Ci-4-Alkoxy 


X 


= 0, S, NR*, 






R* 


= H, Ci-Cio-Alkyl, gegebenenfalls durch NH2. 


OH, 


Ci-4-Alkoxy 


45 


Oder Halogen substituiertes Phenyl, 







n =0,1 Oder 2 
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bedeuten. Unter diesen sind die Ci-4-Al)cylester der Ci-4-Alkoxy- 
essigsAuren, wie der MethoxyessigsAureethylester, bevorzugt . 

Als Hydrolase!! kOnnen in dem erf indungsgemafien Verfahren eine 
5 vielzahl von Enzymen eingesetzt werden. Bevorzugt werden 

Proteasen und insbesondere Lipasen verwendet . Als Lipasen sind 
vor allem mikrobielle Lipasen gut geeignet, die beispielsweise 
aus Hefen Oder Bakterien isolierbar sind, Besonders gut geeignet 
sind Lipasen aus Pseudomonas , z. B. Amano P oder die Lipase aus 
10 Pseudomonas spec. DSM 8246. Weitere besonders gut geeignete 

Hydrolasen sind die von Novo Nor disk (Enzyme Toolbox) konnuerziell 
erhait lichen Enzyme, insbesondere die Lipasen SP 523, SP 524, 
SP 525, SP 526 und NovozymCH) 435. Diese Enzyme sind mikrobielle 
Lipasen, die aus Hefen wie Candida antarctica herstellbar sind. 

15 

Des weiteren kOnnen die Lipasen 'Chirazyme LI bis L8', welche 
kommerziell erhait lich sind (Boehringer Mannheim) , vorteilhaft 
in dem erf indungsgemafien verfahren eingesetzt werden. 

20 Das verwendete Enzym kann in nativer oder in immobilisierter Form 
eingesetzt werden. Besonders gut eignet sich das immobilisierte 
Enzym Novozym<8> 4 35. 

Die erf indungsgemafien Verfahren kdnnen unter Verwendung von 
25 LOsungsmitteln oder auch losungsmittelf rei durchgefvihrt werden. 

Als LCsungsmittel sind generell organische Ldsungsmittel 
geeignet. Besonders gut veriauft die Reaktion in Ethem, 
beispielsweise in MTBE 1,4-Dioxan oder THF, oder in Kohlenwasser- 
30 St of fen wie Hexan, Cyclohexan, Toluol oder halogenierten Kohlen- 
wasserstof f en wie Methylenchlorid, 

Die Umsetz\xng des Esters mit dem racemischen heteroatomsubsti- 
tuierten Amin unter Enzymkatalyse wird Oblicherweise bei Raumtem- 

35 peratur ausgef Ohrt . Die Reakt ionszeiten dafar betragen je nach 
Substrat 1 bis 4 8 Stunden. Sekundare heteroatomsubstituierte 
Amine bendtigen in der Regel langere Reakt ionszeiten als primare 
heteroatomsubstituierte Amine. Die geringere Reakt ivitat sekunda- 
rer heteroatomsubstituierter Amine kann auch durch eine gegenOber 

40 primaren heteroatomsubst ituierten Aminen erhdhte Menge an Kata- 
lysator ausgeglichen werden. 

Pro Mol umzusetzendes Amin werden 0,5 bis 3 Mol Ester zugesetzt. 
Auch bei Verwendung racemischer Substrate werden 0,5 bis 3, be- 
45 vorzugt 0,5 bis 1,0 Mol Ester zugesetzt. 
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Die zuzusetzende Menge an Enzyro hingt von der Art der Hydrolase 
und der Aktivitat der Enzympraparat ion ab. Die far die Reaktion 
optimale Enzynunengre kann leicht durch einfache Vorversuche 
ermittelt werden. In der Kegel werden 1000 Units Lipase pro inMol 
5 heteroatomsubstituierten Amin zugesetzt. 

Der Reaktionsverlauf lA&t sich leicht mit Oblichen Methoden 
beispielsweise mittels Gaschromatographie verfolgen* Im Falle 
der Raceroatspaltung beendet man die Reaktion sinnvollerweise bei 
10 einem Urosatz von 50% des racemischen heteroatomsubstituierten 
Amins. Dies geschieht in der Regel durch Entfemen des Kataly- 
sators aus dem Reakcionsraum, beispielsweise durch Abfiltrieren 
des Enzyms . 

15 Durch die enantioselektive Umsetzung des racemischen Substrats 
mit dem Ester entsteht aus dem einen Enantiomer das entsprechend 
acylierte Produkt (Amid) , wahrend das andere Enantiomer unver- 
andert bleibt. Das nun vorliegende Gemisch aus heteroatomsubsti- 
tuierten Aminen und Amid l&St sich mit Oblichen Methoden leicht 

2 0 trennen. Gut geeignet zur Trennung des Gemisches aus Amin und 
Amid sind beispielsweise Extraktions- Oder Dest illationsver- 
f ahren. 

Das erf indungsgemAte Verfahren eignet sich besonders vorteilhaft 
25 zur Acylierung von heteroatomsubstituierten Aminen der Formel I. 
Auch die Racematspaltung von praktisch alien prim&ren vind sekun- 
daren heteroatomsiibstituierten Aminen ist damit durchf lihrbar . 
Besonders gut verlAuft es bei primaren Aminoalkoholen, vor allem 
solchen, bei denen R* Arylalkyl, insbesondere Benzyl, oder Alkyl, 
30 insbesondere Methyl bedeutet. 

Weitere bevorzugte Verbindungen der Formel I sind solche, bei de- 
nen Ri und r2 mit den benachbarten C-Atomen ein Ringsystem bilden, 
insbesondere solche der folgenden Struktur 



Oder r2 und R^ Teil eines Ringsystems sind, insbesondere solche 
45 der folgenden Struktur 



35 



40 




cis und trans 



cis und trans 
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Oder iind Teil eines Ringsystems sind, insbesondere solche 
der folgenden Struktur 

^R3 

Oberraschenderweise verlAuft die Umsetzung von heteroatomsubst i- 
tuierten Aminen der Formel I mit sehr viel hOheren optischen Aus- 
beuten als die analog© Umsetzung nicht -heteroatomsubst ituierter 
20 bzw. einders als in Formel I substituierter Amine. 

Weiterhin bedarf es infolge der hohen Selektivit&t und Reaktivi- 
tAt des erfindungsgem&l&en Verfahrens keines oder nur eines 
geringen Oberschusses an Acylierungamittel , was die nachfolgende 
25 Trennung \ind Reinigung stark erleichtert. 

Die Erfindung eignet sich auch zur Herstellung von optisch 
aktiven prim&ren und sekundaren heteroatomsiibstituierten Aminen 
aus den entsprechenden Racematen, in dem man 

30 

a) ein racemisches heteroatomsubst ituiertes Amin mit einera 
Ester, dessen SAurekoit^jonente ein Fluor- , Stickstoff-, Sauer- 
stof f- und Schwefelatom in Nachbarschaf t zum Carbonylkohlen- 
stoff atoms tr4gt, in Gegenwart einer Hydrolase enantio- 

35 selektiv acyliert, 

b) das Gemisch aus optisch aktivem heteroatomsubstituiercem Amin 
und optisch aktivem acyliertem heteroatorasubstituiertem Amin 
trennt und somit ein Enantiomer des heteroatomsubst ituierten 

40 Amins erhalt , 

c) gewOnschtenf alls aus dem acylierten heteroatomsubst ituierten 
Amin das andere Enantiomere des heteroatomsubst ituierten 
Amins durch Amidspaltung gewiimt . 

45 



10 



15 
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Das erf indungsgeniASe Verfahren lAUt sich noch dkonomischer 
gestalten, wenn man nach Abtrennung des gewunschten Enantiomers 
das verbliebene, nicht gewOnschte Enantiomer racemisiert und 
erneut in das Verfahren einsetzt. Durch diese RUckfUhrung wird 
5 es mdglich, insgesamt mehr als 50% des gewOnschten Enantiomers 
aus dem racemischen heteroatomsubstituierten Ainin zu erhalten. 



Die erf indungsgemAUen verfahren eignen sich nicht nur als 
Herstell verfahren zur Produktion optisch aktiver primirer und 
10 sekundarer heteroatomsubstituierten Amine, sondern kOnnen auch 
Bestandteil von komplizierten chemischen Mehrstuf ensynthesen , 
beispielsweise bei der Herstellung von Arzneiwirkstof f en oder 
Pf lanzenschutzmitteln, aein. 

15 Die folgenden Beispiele dienen der Veranschaulichung der Erfin- 
dung. 



Beispiel 1: Allgaroeine Arbeitsvorschrif t 

Lipase- katalysierte Acylierung von 
20 heteroatomsubstituierten Aminen 



10 mmol des primAren oder sekund&ren heteroatomsubstituierten 

Amins werden in MTBE {= Methyl - tert .butyl ether ) gelCst (ca. 

10 %ige Ldsung) . Die LOsung wird mit 11 mmol Met hoxy essigs dure- 

25 ethylester veraetzt und die Reaktion durch Zusatz von 100 mg 
Lipase (ca. 1000 U/mg, Pseudomonas spec. DSM 8246) gestartet . 
Bei vollstandigem Umsatz (je nach heteroatomsubstituierten Aminen 
12 bis 48 h) wird das Enzym abf iltriert und die LOsung im Vakuiim 
konzentriert . Man erh&lt die Me thoxyacet amide in einer Ausbeute 

3 0 von Ober 90 Prozent . 



Beispiel 2: Allgeroeine Arbeitsvorschrif t far Racematspaltung 

Das primAre oder sekundAre heteroatomstibstituierten Aminen wird 
35 in MTBE geldst (ca. 10 Gew.-%). Nach Zusatz von 1 Mol Methoxy- 
essigs&ureetbylester pro 1 Mol racemisches heteroatomsubstituier- 
tes Amin wird Pseudomonas -Lipase (DSM 8246) zugesetzt und die 
Suspension bei Raumtemperatur gerOhrt. Pro mMol heteroatomaub- 
stituiertes Amin werden etwa 10000 Units Lipase (lOmg) zugesetzt. 
40 Nach Erreichen eines umsatzes von 50 % (OberprOfung mittels Gas- 
chromatographie) , was je nach heteroatomsubstituierten Aminen 
nach 1 bis 48 h erreicht ist, wird das Enzym abf iltriert. Das 
Gemisch aus heteroatomsubstituierten Aminen und acyliertem 
heteroatoaisubstituiertem Amin (Amid) wird d\irch Destination 
45 Oder Extraktion getrennt. 
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Beispiel 3 : Racematspaltung mit LGsungsmittel 



O 



10 



5 ^^^^^NH2 II I Novozym^ ^x-v^^NH' 

OH '""OH 
(trans) -Amid- 

+ 

,.oNH2 




^OH 
'Amin- 



15 



5 g (49,5 mmol) trans-2-Aininoc:yclopentanol wurden in 20 ml 
1,4-Dioxan gelOst, mit 3,3 g (25 mmol) Methoxyessigsiure-iso- 
propylester veraetzt und nach Zugabe von 0,1 g Novozym 43 5® bei 
20 Raumtemi>eratur geschattelt. Nach 12 h war laut iH-NMR 50 % des 
eingesetzten Amins umgesetzt; man filtrierte das Enzym ab, engte 
das Filtrat ein und trennte das unumgesetzte Amin destillativ vom 
gebildeten Amid ab. 

25 Ausbeuten: 

^^,.^NH2 2,35 g a 94 % 

-Amin- [alo + 9,1° (c = 1,74 in EtOH) 

30 °" ee = 25 % 

O 

'""OH 



4,1 g a 95 % 



35 'Amid- 1 ] ee It. HPLC = 25 % 



40 



45 
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Beispiel 4: Racemat spaitimg ohne LCsungsmittel 

O 

o 

^ ^ ^2 ^ ^ j ^ Novozym^ ^^...^^^^ NH- 

'Amid- 




O 



10 ^.^^,.**NH2 



•Amin- 

15 

5 g (26 mmol) trans-2-Ben2yloxy-l-cyclopentylainin und 1,8 g 
(13,4 rrenol) Methoxyessigsiure-isopropylester wurden gemischt, mit 
0,1 g Novozym 435® versetzt und bei Raumt«n5>eratur geschattelt. 
Lt. iH-NMR waren nach 120 h 50 % des Amins umgesetzt. Das Enzym 
20 wurde abfiltriert und das -Arain- durch Extraktion mit 10 %iger 
Salzsfture vom 'Amid* abgecrennt. 



25 



Ausbeuten: 

^^....^NH2 2,2 g 6 88 % 

-Amin- [ X^^^ [a]D + 45,6° (c = 1 in Dioxan) 



ee It. HPLC = > 99, 5 % 



O 

30 



•Amid* [ J 

'•'wqh ee It. HPLC = 93 % 



4,9 g £^ 92 % 
(a]D + 6,0° (c = 1 in Dioxan) 



35 Beispiel 5: Weitere Racematspaltungen 

GeroAS Beispiel 3 bzw. 4 wurden folgende Umseczungen (s. Tabelle) 
durchgef Clirt . 

40 



45 
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§•3. 



0) 



0) 
cn 

c 



04 



O 

a 



o 
in 



II 

O 



•J 
in X 



in X 



o 

GO fH 

M 



U Q 



in X 

A -U 



(J 

in X 



4J 

I X 

^ o 
X c 



II 



o 



O tH 
00 

• II 

o 

+ — 



o 




X 



a\ rH 



o 



/ 



c 

0) 

tn 

CO 

0) 



XJ 

W 



JO 



O 
I 

0) 



I 

Q 



0) 
Q 
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Die Tabelle in Beispiel 5 zeigt , dalS bei Verwendung •geschOtzter* 
AminoaDcohole, bei denen das Sauerstof f atom beispielsweise in 
Nachbarschaf t zu einer Benzyl- oder Methylgruppe steht, sich sehr 
5 viel h6here optische Reinheiten erzielen lassen als bei Verwen- 
dung ungeschiitzter Aminoalkohole. 



15 



20 



as 



30 



35 



40 
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Patenteuispruche 

1. verfahren zur Herstellung von acylierten primAren und 
5 sekundaren heteroatomsubstituierten Aminen durch Umsetzung 

der heteroatomsubstituierten Amine mit einem Ester in Gegen- 
wart einer Hydrolase, wobei die Siurekoir^onente des Esters 
ein Fluor-, Stickstoff-, Phosphor-, Sauerstoff- Oder 
Schwefelatom in Nachbarschaf t des Carbonylkohlenstoff atoms 
10 tragt. 



2. Verfahren zur Racematspaltung primarer und sekundarer hete- 
roatomsubstituierten Amine durch Umsetzung mit einem Ester in 
Gegenwart einer Hydrolase und anschliefiende Trennung des 

15 einen, enantioselektiv acylierten heteroatoms\ibstituierten 

Amins vom nicht umgesetzten anderen Enantiomer des heteroa- 
tomsubstituierten Amins, wobei die saurekomponente des Esters 
ein Fluor-, Stickstoff-, Phosphor-, Sauerstoff- Oder 
Schwefelatom in Nachbarschaf t des Carbonylkohlenstoff atoms 

20 tragt. 



25 



Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven primAren und 
sekundaren heteroatomsubstituierten Aminen aus den entspre- 
chenden Racematen, indem mam 



a) ein racemisches heteroatoms\ibst ituiertes Amin mit einem 
Ester r dessen saurekomponente ein Fluor-, Stickstoff-, 
Phosphor-, Sauerstoff- oder Schwefelatom in Nachbarschaf t 
des Carbonylkohlenstoff atoms tragt, in Gegenwart einer 
3 0 Hydrolase enantioselektiv acyliert. 



b) das Gemisch aus optisch aktivem heteroatomssubstituiertem 
Amin und optisch aktivem acylierten heteroatomsubsti- 
tuierten Amin trennt und SOTiit ein Enantiomer des hete- 
35 roatoms\ibstituierten Amins erhalt, 



c) gewOnschtenf alls aus dem acylierten heteroatomsubsti- 
tuierten Amin das andere Enantiomer e des Amins durch 
Amidspaltung gewinnt. 

40 

4. Verfahren gemas Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , daS man 
in Anschlufi an Schritt b) oder c) in einem weiteren Schritt 
das nicht-gewunschte Enantiomer racemisiert und anschliefiend 
in das Verfahren der Racematspaltung zurUckfOhrt. 
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5. Verfahren zur Hers tel lung von optisch a)ctiven Verbindungen, 

dadurch gekennzeichnet , da& es mindestens als Teilschritt ein 
Verfahren nach Anspruch 2 bis 4 beinhaltet. 

5 6. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dai^ 
als prim^res Oder sekundAres heteroatomsubstituiertes Amin 
ein Amin der allgemeinen Formal I 

10 HN 



xT (CH2) Rl 
n 



15 wobei 



n 0, 1, 2, 3; 

V O, S, NH, NR5; 

r1,r2 unabhAngig voneinander jeweils H, Alkyl oder Aryl 
20 Oder Ri^ und r2, oder r2 und R^, oder R^ und R^ zusam- 

men mit den benachbarten C-Atomen Teil eines Ringsy- 
stems; 

R4 Alkyl Oder Arylalkyl; 

R^,R^ unabhAngig voneinander H, Alkyl oder Arylalkyl bedeu- 
25 ten. 



eingesetzt wird. 

7, Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafi 
30 Verbindungen det Forinel I mit Y = O eingesetzt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi R^ die 
Bedeutung Methyl oder Benzyl hat. 

35 
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